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La presente invention a pour objet I'utilisation de frag- 
ments peptidiques de la sous-unite a-1 des canaux calci- 
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derivees, pour le criblage de molecules d'interet therapeuti- 
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UTILISATION DE FRAGMENTS PEPTIDIQUES DE LA SOUS-UNITE a-1 
DES CANAUX CALCIQUES, COMPORTANT LE CAS ECHEANT DES 
MUTATIONS, POUR LE CRIBLAGE DE MOLECULES D'INTERET 
THERAPEUTIQUE. 



La presente invention a pour objet {'utilisation de fragments peptidiques de la sous- 
unite a-1 des canaux calciques de mammiferes, de sequences derivees par mutation desdits 
fragments, ou encore de cellules transformes par des sequences codant pour lesdits fragment 
ou sequences derivees, pour le criblage de molecules d'interet therapeutique. 

L' importance de la boucle I-ITdans la regulation de Tactivite du canal est connu 
depuis 1994, date a laquelle le site d'ancrage de la sous-unite p auxiliaire fut identifie 
(Pragnell M. et al., (1994), « Calcium channel beta-subunit binds to a conserved motif in the 
MI cytoplasmic linker of the alpha 1-subunit »Nature 368, 67-70:). Cette sous-unite p produit 
un nombre impressionnant de modifications fonctionnelles des canaux calciques. 

La boucle cytoplasmique I-II de la sous-unite a-1 des canaux calcium haut-seuils 
dependants du potentiel relie entre elles le premier et le second des quatre domaines 
hydrophobes. Elle joue un role essentiel dans 1) la regulation de Tactivite du canal (proprietes 
d'activation et deactivation), 2) le niveau d'expression membranaire du canal (controle du 
niveau de retention au sein du reticulum endoplasmique), 3) la regulation par les proteines 
exogenes (site de fixation du complexe G(3y des proteines G) et 4) la regulation par les sous- 
unite p des canaux calciques (site d'ancrage de la sous-unite p et premier site de regulation). 
D'apres les resultats experimentaux obtenus par les Inventeurs, il apparait particulierement 
interessant d'utiliser la boucle I-II des canaux calciques pour -la, comprehension des roles 
cellulaires de ces canaux calciques, pour Tinactivation neuronale, ou encore comme une cible 
pharmacologique pour la modulation de Tactivite des canaux calciques. 

En effet r invention decoule de la mise en evidence par les Inventeurs du fait que 
Fexpression exogene de la boucle I-II, lorsqu'elle est couplee k un segment 
transmembranaire, inhibe de maniere substantielle 1'expression membranaire de canaux 
calciques natifs. Ce resultat permet de reduire Texpression de canaux calciques dans un tissu 
donne afin d'apprehender la fonction cellulaire de ces canaux. 

Les Inventeurs ont demontre que la boucle I-II est une boucle moleculaire 
organisatrice. Elle est couplee a d'autres boucles cytoplasmiques du canal calcique (sequences 
amino et carboxy-terminales, boucles II-III et III-IV). Ces interactions intra-moleculaires ont 
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pour fonction le controle de l'inactivation. Par exemple, l'interaction entre boucle I-II et 
boucle III-IV du canal calcium de type P/Q a joue un r61e primordial dans le controle de la 
cinetique deactivation du canal. De facon spectaculaire, ces interactions sont partiellement 
ou totalement interrompues par l'interaction de la boucle I-II avec la sous-unite p. En d'autres 
termes, la sous-unite (3 des canaux calcium entre en competition avec les interactions 
intramoleculaires de la boucle I-II. Avec de tels resultats, on pent s'attendre a ce que le 
complexe GPy, qui lui aussi se fixe sur la boucle Ml, puisse aussi entrer en competition avec 
ces interactions moleculaires. Ce serait par le biais de ces competitions que le complexe Gpy 
provoquerait la regulation du canal calcique (diminution de l'amplitude du courant calcique et 
ralentissement de la cinetique d' activation). 
15 Ainsi, un des principaux buts de la presente invention est de developper un test de 

criblage visant a identifier des molecules capables de perturber les interactions 
intramoleculaires et l'activite ionique de la sous-unite a, des canaux calciques h hauts-seuils, 
lesdites molecules 6tant susceptibles d'etre utilises notamment dans le cadre du traitement de 
l'ischemie cerebrale ou de la neurodegenerescence 
20 La presente invention a pour obj et l'utilisation : 

- de fragments peptidiques de la sous-unite <xl des canaux calciques de mammiferes, 
lesdits fragments correspondant a la boucle HI et/ou a la boucle Ill-TV de ladite sous-unite 
al, ou correspondant a une sequence peptidique derivee de cette boucle I-II ou III-IV, 
notamment par substitution, et/ou deletion, et/ou addition d'un ou plusieurs acides amin6s, ou 

25 correspondant a une partie peptidique de ladite boucle I-II, ou ffl-IV, ou d'une sequence 
derivee de cette demiere, notamment a une partie peptidique d'au moins environ 5 acides 
amines, ladite sequence derivee et ladite partie de la boucle I-II ayant la propriete de ladite 
boucle I-II de se lier a la sous-unite (3 et a la boucle III-IV desdits canaux calciques, ladite 
sequence derivee et ladite partie de la boucle III-IV ayant la propriete de ladite boucle III-IV 

30 de se lier a ladite boucle I-II, 

- ou de sequences peptidiques mutees, derivees par mutation d'un ou plusieurs acides 
amines desdits fragments peptidiques susmentionnes de la boucle I-II de la sous-unite al des 
canaux calciques dans la mesure ou la ou les mutations en question affectent des acides 
amines essentiels dans le cadre de l'expression des canaux calciques a la surface membranaire, 

35 et/ou de sequences peptidiques derivees par mutation d'un ou plusieurs acides amines desdits 
fragments peptidiques susmentionnes de la boucle HI-IV de la sous-unite al des canaux 
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5 calciques, dans la mesure ou la ou les mutations en question affectent des acides amines 
essentiels dans le cadre de Tinactivation des canaux calciques, 

- ou de cellules transferases par des sequences nucleotidiques codant pour les 
fragments peptidiques susmentionnes de la boucle I-II et/ou de la boucle 1H-IV de la sous- 
unite al des canaux calciques, ou codant pour les sequences peptidiques mutees 

10 susmentionnees, 

pour la mise en ceuvre de precedes de criblage : 

- de molecules restaurant le nombre de canaux calciques a la normale dans les 
membranes cellulaires ou ce nombre a anormalement diminue, a savoir du criblage de 
molecules (3 like susceptibles d'etre utilisees dans le cadre du traitement de pathologies liees a 

15 une diminution anormale du nombre de canaux calciques telles que l'epiiepsie, ou les 
degenerescences neuronales, 

- et/ou de molecules augmentant le nombre de canaux calciques dans les membranes 
cellulaires, a savoir du criblage de molecules p like susceptibles d'etre utilisees dans le cadre 
du traitement de pathologies contre lesquelles une augmentation du nombre de canaux 

20 calciques a la membrane plasmique aurait un effet benefique, telle que la maladie de 
Parkinson, les diabetes insulino-dependants, ou le syndrome myasthenique de Lambert- 
Eaton,, 

- et/ou de molecules restaurant le nombre de canaux calciques a la normale dans les 
membranes cellulaires ou ce nombre a anormalement augmente, a savoir du criblage de 

25 molecules susceptibles d'etre utilisees dans le cadre du traitement de pathologies liees a une 
augmentation anormale du nombre de canaux calciques telle que rhypertrophie cardiaque, 

- et/ou de molecules reduisant le nombre de canaux calciques dans les membranes 
cellulaires, a savoir du criblage de molecules susceptibles d'etre utilisees dans le cadre du 
traitement de pathologies contre lesquelles une diminution du nombre de canaux calciques a 

30 la membrane plasmique aurait un effet benefique, telle que l'epiiepsie, Thypertension, Tangine 
de poitrine, ou l'isch6mie cerebrale, 

- et/ou de molecules regulant l'etat d'inactivation des canaux calciques neuronaux 
impliques dans la liberation des neurotransmetteurs, a savoir du criblage de molecules 
susceptibles d'etre utilisees dans le cadre de la stimulation ou de l'inhibition de la 

35 communication neuronale, notamment dans le cadre du traitement de pathologies contre 
lesquelles une regulation de l'etat d'inactivation des canaux calciques neuronaux impliques 
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5 dans la liberation des neurotransmetteurs aurait un effet b£nefique, telles que les epilepsies, 
les ataxies, les migraines, la maladie de Parkinson, ou les ischemies cerebrales. 

L'invention a plus particulierement pour objet Tutilisation susmentionnee de 
fragments peptidiques correspondant a la boucle I-EE de la sous-unite al, ou a une sequence 
peptidique derivee, ou a une partie de cette boucle I-II, ou de cellules transformees par des 
10 sequences nucleotidiques codant pour lesdits fragments, tels que definis ci-dessus, pour la 
mise en oeuvre de precedes de criblage : 

- de molecules restaurant le nombre de canaux calciques a la normale dans les 
membranes cellulaires ou ce nombre a anormalement diminue, telles que definies ci-dessus, 

- et/ou de molecules augmentant le nombre de canaux calciques dans les membranes 
15 cellulaires, telles que ddfmies dans la revendication 1 . 

L'invention concerne plus particulierement Putilisation susmentionnee : 

- de la sequence peptidique correspondant a la boucle I-II de la sous-unite Cav2.1 des 
canaux calciques de cellules neuronales de lapin, ladite sequence correspondant a la sequence 
SEQ ID NO : 2 suivante : 

20 SGEFAKERERVENRRAFLKLRRQQQffiRELNGYMEWISKA^ 
DGALRRATIKKSKTD 
MRFYIRRMVKTQ 

- ou de la sequence peptidique correspondant a la boucle I-II de la sous-unite Cav2.1 
des canaux calciques de cellules neuronales humaines, ladite sequence correspondant a la 

25 sequence SEQ ID NO : 4 suivante : 
SGEFAKERERVENRRAF^ 
DGALRRTTIKKSKTDL^ 
MRFYIRRMVKTQ 

- ou de cellules transformees avec les sequences nucleotidiques SEQ ID NO : 1 et 
30 SEQ ID NO : 3 suivantes codant respectivement pour les sequences peptidiques SEQ ID NO : 

2 et SEQ ID NO : 4 susmentionnees : 
SEQK>N°1 : 

tcaggggagtttgccaaagaaagggagcgggtggagaaccggcgcgcattcctgaagctgcggcggcagcagcagattgaacgc 
gagctcaacgggtacatggagtggatctcaaaagcagaagaggtgatcctcgcagaggacgagaccgacgtggagcagagacatc 
35 cctttgatggagctctgcggagagccactatcaagaagagcaagacggacctgctccacccagaggaggcggaggatcagctggcc 

gacatcgcctccgtggggtctccctttgcccgagccagcattaaaagtgccaagctggagaactcgagttttttccacaaaaaagagag 
gagaatgcgtttctacatccgtcgcatggtcaaaactcag 
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5 SEQIDN 0 3 

tcagggg agtttgccaa agaaagggaa cgggtggaga accggcgggc ttttctgaag ctgaggcggc aacaacagat 
tgaacgtgag ctcaatgggt acatggaatg gatctcaaaa gcagaagagg tgatcctcgc cgaggatgaa actgacgggg 
agcagaggca tccctttgat ggagctctgc ggagaaccac cataaagaaa agcaagacag atttgctcaa ccccgaagag 
gctgaggatc agctggctga tatagcctct gtgggttctc ccttcgcccg agccagcatt aaaagtgcca agctggagaa 

10 ctcgaccttt tttcacaaaa aggagaggag gatgcgtttc tacatccgcc gcatggtcaa aactcag 

De preference, dans le cas de l'utilisation susmentionnee de fragments peptidiques de 
la sous-unite al ayant une taille sup6rieure a environs 5 acides amines, lesdits fragments 
sont fusionnes du cote N-terminal a une sequence peptidique transmembranaire, a savoir 
une sequence peptidique ayant pour effet de maintenir lesdits fragments peptidiques dans la 

15 membrane cellulaire, telle que la s6quence transmembranaire de la chaine a du recepteur 
CD8 humain contenue dans la sequence SEQ ED NO : 5 suivante : 
LDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHR 

En variante, l'invention concerne egalement l'utilisation susmentionnee de cellules 
transformees avec une sequence nucleotidique recombinante exogene codant pour une 

20 sequence peptidique transmembranaire telle que definie ci-dessus, cette derniere sequence 
etant situee en amont de la sequence codant pour le fragment peptidique susmentionne de la 
sous-unite al. 

L'invention a egalement pour objet tout procede de criblage de molecules restaurant le 
nombre de canaux calciques a la normale dans les membranes cellulaires oil ce nombre a 
25 anormalement diminue, telles que definies ci-dessus, et/ou de molecules augmentant le 
nombre de canaux calciques dans les membranes cellulaires, telles que definies ci-dessus, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- mise en presence de fragments peptidiques de la sous-unite a 1 tels que de finis ci- 
dessus, avec des cellules exprimant des canaux calciques pendant un temps suffisant pour que 

30 le nombre de canaux calciques diminue de maniere significative a la surface desdites cellules, 
puis avec des molecules a tester, 

- ou mise en presence de cellules transformees a l'aide de sequences nucleotidiques 
codant pour des fragments peptidiques de la sous-unite al tels que definis ci-dessus, reduisant 
ainsi le nombre de canaux calciques a la surface desdites cellules, avec des molecules a tester, 

35 - detection d'une eventuelle augmentation du nombre de canaux calciques a la surface 

des cellules transformees temoignant de Peffet des molecules testees d'augmentation du 
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5 nombre de canaux calciques k la surface des membranes cellulaire, notamment par mesures 
electrophysiologiques, ou a l'aide de sondes fluorescentes ou radioactives. 

L'invention a plus particulierement pour objet Putilisation susmentionnee de 
sequences peptidiques derivees par mutation d'un ou plusieurs acides amines des fragments 
peptidiques de la boucle I-II de la sous-unite <xl des canaux calciques, la ou les mutations en 
10 question affectant des acides amines essentiels dans le cadre de Texpression des canaux 
calciques a la surface membranaire, dans la mesure ou leur mutation a pour effet d'augmenter 
ou de diminuer 1'expression a la surface de la membrane plasmique des canaux calciques, 
pour la mise en oeuvre de procedes de criblage : 

- de molecules restaurant le nombre de canaux calciques a la normale dans les 
15 membranes cellulaires ou ce nombre a anormalement diminue, telles que definies ci-dessus, 

- et/ou de molecules augmentant le nombre de canaux calciques dans les membranes 
cellulaires, telles que definies ci-dessus, 

- et/ou de molecules restaurant le nombre de canaux calciques a la normale dans les 
membranes cellulaires ou ce nombre a anormalement augmente, telles que definies ci-dessus, 

20 - et/ou de molecules reduisant le nombre de canaux calciques dans les membranes 

cellulaires, telles que definies dans la revendication 1. 

L'invention concerne plus particulierement Futilisation susmentionnee de sequences 
peptidiques comportant une ou plusieurs mutations ayant pour effet d'augmenter 1'expression 
a la surface de la membrane plasmique des canaux calciques, lesdites sequences peptidiques 

25 etant derivees par mutation d ! un au moins des acides amines situes aux positions 383, 395, 
396, 398, 427, et 428 de la sous-unite Cav2.1 des canaux calciques de cellules neuronales de 
lapin, ou humaines, a savoir des sequences peptidiques correspondant a la sequence SEQ ID 
NO : 2 ou SEQ ID NO : 4, dans laquelle Tun au moins de Q en position 24, W en position 36, 
I en position 37, K en position 39, K en position 68, et K en position 69, est substitue par un 

30 acide amine naturel ou non, notamment par une alanine. 

L'invention concerne plus particulierement encore Futilisation susmentionnee de 
sequences peptidiques comportant une ou plusieurs mutations ayant pour effet de diminuer 
1'expression a la surface de la membrane plasmique des canaux calciques, lesdites sequences 
peptidiques etant derivees par mutation d'un au moins des acides amines situes aux positions 

35 387, 422, et 423 de la sous-unite Cav2.1 des canaux calciques de cellules neuronales de lapin, 
ou aux positions equivalentes de la sous-unite Cav2.1 humaine, a savoir des sequences 
peptidiques correspondant h la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 4, dans laquelle l'un 
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5 au moins de R en position 28, R en position 63, et R en position 64, est substitue par un acide 
amine naturel ou non, notamment par.une alanine. 

1/ invention conceme egalement tout procede de criblage : 

- de molecules restaurant le nombre de canaux calciques a la normale dans les 
membranes cellulaires ou ce nombre a anormalement dirninue, telles que definies ci-dessus, 

10 - et/ou de molecules augmentant le nombre de canaux calciques dans les membranes 

cellulaires, telles que definies ci-dessus, 

- et/ou de molecules restaurant le nombre de canaux calciques a la normale dans les 
membranes cellulaires ou ce nombre a anormalement augmente, telles que definies dans la 
revendication 1, 

15 - et/ou de molecules reduisant le nombre de canaux calciques dans les membranes 

cellulaires, telles que definies ci-dessus, 

caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- mise en presence de sequences peptidiques derivees de la boucle I-II de la sous-unite 
al tels que definies ci-dessus, avec des molecules a tester deja selectionnees pour leur 

20 capacite a se Her specifiquement aux sequences peptidiques non mutees correspondant 
auxdites boucles I-II, 

- selection des molecules susmentionnees se liant specifiquement aux boucles I-II et ne 
se liant pas aux sequences peptidiques derivees susmentionnees, notamment par l'utilisation 
de la technique de Biacore (O'Shannessy DJ et al. (1992) « Immobilization chemistries 

25 suitable for use in the Biacore surface plasmon resonance detector » Anal Biochem. 205, 132- 
136) basee sur un principe physique et optique d'interaction moleculaire, 

- le cas echeant, mise en presence des molecules selectionnees a I'etape precedente 
avec des cellules exprirnant des canaux calciques, et observation de Teventuel effet des 
molecules selectionnees sur l'augmentation ou la diminution du nombre de canaux calciques a 

30 la surface desdites cellules, notamment par mesures electrophysiologiques, ou a Taide de 
sondes fluorescentes ou radioactives. 

L'invention a egalement pour objet l'utilisation susmentionnee de sequences 
peptidiques derivees par mutation d'un ou plusieurs acides amines des fragments peptidiques 
de la boucle I-II de la sous-unite al des canaux calciques, la ou les mutations en question 

35 affectant des acides amines essentiels dans le cadre de l'inactivation des canaux calciques 
presents a la surface membranaire, dans la mesure ou leur mutation a pour effet de moduler 
l'activite des canaux calciques, pour la mise en csuvre de precedes de criblage de molecules 
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5 regulant l'etat d'inactivation des canaux calciques neuronaux impliques dans la liberation des 
neurotransmetteurs, telles que definies ci-dessus. 

L'invention a plus particulierement pour objet l'utilisation susmentionnee de 
sequences peptidiques comportant une ou plusieurs mutations ayant pour effet d'inactiver les 
canaux calciques, lesdites sequences peptidiques etant derivees par mutation d'un au moins 

10 des acides amines situes aux positions 387 et 388 de la sous-unite Cav2.1 des canaux 
calciques de cellules neuronales de lapin, ou humaines, a savoir des sequences peptidiques 
correspondant a la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 4, dans laquelle Tun au moins 
de R en position 28, et E en position 29, est substitue par un acide amine nature! ou non, 
notamment R28 est substitue par une alanine ou par E, et E29 est substitue par une alanine. 

15 L'invention concerne Sgalement tout procede de criblage de molecules regulant l'etat 

d'inactivation des canaux calciques neuronaux impliques dans la liberation des 
neurotransmetteurs, telles que definies ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- mise en presence de sequences peptidiques derivees de la boucle I-II de la sous-unite 
20 al tels que definies ci-dessus, avec des molecules a tester deja selectionnees pour leur 

capacite a se lier specifiquement aux sequences peptidiques non mutees correspondant 
auxdites boucles I-II, 

- selection des molecules susmentionnees se liant specifiquement aux boucles I-II et ne 
se liant pas aux sequences peptidiques d<§riv6es susmentionnees, notamment par la technique 

25 Biacore susmentionnee, 

- le cas echeant, mise en presence des molecules selectionnees a l'etape precedente 
avec des cellules exprimant des canaux calciques, et observation de l'eventuel eflfet des 
molecules selectionnees sur la regulation de Tetat d'inactivation des canaux calciques 
neuronaux impliques dans la liberation des neurotransmetteurs desdites cellules, notamment 

30 par mesures electrophysiologiques. 

L'invention a egalement pour objet Putilisation susmentionnee de fragments 
peptidiques con*espondant a la boucle Etl-IV de la sous-unite al, ou a une sequence 
peptidique derivee, ou a une partie de cette boucle m-IV, ou de cellules transformees par des 
sequences nucleotidiques codant pour lesdits fragments, tels que definis ci-dessus, pour la 

35 mise en oeuvre de precedes de criblage de molecules regulant l'etat d'inactivation des canaux 
calciques neuronaux impliques dans la liberation des neurotransmetteurs, telles que definies 
ci-dessus. 
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5 L'invention a plus particulierement Putilisation susmentionnee : 

- de la sequence peptidique correspondant a la boucle III-IV de la sous-unite Cav2.1 
des canaux calciques de cellules neuronales humaines ou de lapin, ladite sequence 
correspondant a la sequence SEQ ID NO : 7 suivante : 
ITFQEQGDKMMEEYSLEKNE^ 

10 - ou des cellules transformees avec la sequence nucleotidique codant pour la boucle 

III-IV de la sous-unite Cav2.1 des canaux calciques de cellules neuronales humaines, ladite 
sequence correspondant a la sequence SEQ ID NO : 6 suivante : 

at caccttccag gagcaagggg acaagatgat ggaggaatac agcctggaga aaaatgagag ggcctgcatt gatttcgcca 
tcagcgccaa gccgctgacc cgacacatgc cgc'agaacaa gcagagcttc cagtaccgca tgtggcagtt cgtggtgtct 
15 ccg 

- ou de cellules transformees avec la sequence nucleotidique SEQ ED NO : 6 et SEQ 
ID NO : 8 codant respectivement pour les sequences peptidiques SEQ ID NO : 7 et SEQ ID 
NO : 9 susrnentionnees codant pour la boucle III-IV de la sous-unite Cav2.1 des canaux 
calciques de cellules neuronales de lapin, ladite sequence correspondant a la sequence SEQ 

20 ID NO : 8 suivante : 

atcacct tccaggagca gggcgacaag atgatggagg agtacagctt ggagaaaaac gagagggcct gcatcgactt 
cgccatcagt gccaagccgc tgaccaggca catgccccag aacaagcaga gcttccagta ccgcatgtgg cagttcgtgg 
tgtccccg 

De preference dans le cas de Futilisation de fragments peptidiques de la sous-unite 
25 al ay ant une taille superieure a environ 5 acides amines, lesdits fragments sont fusionnes ou 
non du cote N-terminal a une sequence peptidique transmembranaire, a savoir une sequence 
peptidique ayant pour effet de maintenir lesdits fragments peptidiques dans la membrane 
cellulaire, telle que la sequence transmembranaire de la chaine a du recepteur CD8 humain 
contenue dans la sequence SEQ ID NO : 5 suivante : 
30 LDFA CDIYIWAPL AGTCGVLLLSLVITLYCNHR 

En variante, P invention concerne Sgalement Putilisation susmentionnee de cellules 
transformees avec une s6quence nucleotidique recombinante exogfcne codant pour une 
sequence peptidique transmembranaire telle que definie ci-dessus, cette derniere sequence 
etant situee en amont de la sequence codant pour le fragment peptidique susmentionne de la 
35 sous-unite al. 
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L'invention a egalement pour objet tout procede de criblage de molecules regulant 
l'etat deactivation des canaux calciques neuronaux impliques dans la liberation des 
neurotransmetteurs, telles que definies ci-dessus, caract6rise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- mise en presence de fragments peptidiques de la sous-unite <xl tels que ci-dessus, 
avec des cellules exprimant des canaux calciques pendant un temps suffisant pour que l'etat 
deactivation des canaux soit modifie, puis avec des molecules a tester, 

- ou mise en presence de cellules transform£es a Taide de sequences nucleotidiques 
codant pour des fragments peptidiques de la sous-unit6 al tels que definis ci-dessus, avec des 
molecules a tester, 

- detection de l'effet des molecules testees sur l'etat d'inactivation des canaux 
calciques neuronaux impliques dans la liberation des neurotransmetteurs, notamment par 
mesures electrophysiologiques. 

L'invention concerne egalement l'utilisation susmentionnee de sequences peptidiques 
derivees par mutation d'un ou plusieurs acides amines des fragments peptidiques de la boucle 
III-IV de la sous-unite al des canaux calciques, la ou les mutations en question affectant des 
acides amines essentiels dans le cadre de Tinactivation des canaux calciques presents a la 
surface membranaire, dans la mesure ou leur mutation a pour effet 'de moduler l'activite des 
canaux calciques, pour la mise en ceuvre de procedes de criblage de molecules regulant l'etat 
d'inactivation des canaux calciques neuronaux impliques dans la liberation des 
neurotransmetteurs, telles que definies ci-dessus. 

L'invention a plus particulierement pour objet l'utilisation susmentionnee de 
sequences peptidiques comportant une ou plusieurs mutations ayant pour effet d'inactiver les 
canaux calciques, lesdites sequences peptidiques etant derivees par mutation d ! un au moins 
des acides amines de la sequence peptidique correspondant a la sequence SEQ ID NO : 7. 

L'invention concerne dgalement tout procede de criblage de molecules regulant l'etat 
d'inactivation des canaux calciques neuronaux impliques dans la liberation des 
neurotransmetteurs, telles que definies ci-dessus, caracterise en ce qu ! il comprend les etapes 
suivantes : 

- mise en presence de sequences peptidiques derivees de la boucle III-IV de la sous- 
unite al tels que definies ci-dessus, avec des molecules a tester deja selectionner pour leur 
capacite a se lier specifiquement aux sequences peptidiques non mutees correspondant 
auxdites boucles III-IV, 
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5 - selection des molecules susmentionnees se liant specifiquement aux boucles IH-IV et 

ne se liant pas aux sequences peptidiques derivees susmentionnees, notamment selon la 
technique Biacore susmentionnee, 

- le cas echeant, mise en presence des molecules selectionnees a l'etape precedente 
avec des cellules exprimant des canaux calciques, et observation de l'eventuel effet des 

10 molecules selectionnees sur la regulation de l'etat deactivation des canaux calciques 
neuronaux impliques dans la liberation des neurotransmetteurs desdites cellules, notamment 
par mesures electrophysiologiques. 

L'invention a egalement pour objet les sequences peptidiques suivantes : 

- les sequences SEQ ID NO : 2 et SEQ ID NO : 4 dans lesquelles Tun au moins de Q 
15 en position 24, W en position 36, 1 en position 37, K en position 39, K en position 68, et K en 

position 69, est substitue par un acide amine naturel ou non, notamment par une alanine, 

- les sequences SEQ ID NO : 2 et SEQ ID NO : 4 dans lesquelles l'un au moins de R 
en position 28, R en position 63, et R en position 64, est substitue par un acide amine naturel 
ou non, notamment par une alanine, 

20 - les sequences SEQ ID NO : 2 et SEQ ID NO : 4 dans lesquelles Tun au moins de R 

en position 28, et E en position 29, est substitue par un acide amine naturel ou non, 
notamment R28 est substitu6 par une alanine ou par E, et E29 est substitue par -une alanine. 
1/ invention sera davantage illustree a 1'aide des resultats experimentaux qui suivent : 

25 I- Demonstration de la diminution du nombre de canaux calciques a la surface 

membranaire des cellules chromaffines bovins et des cellules granulaires du cervelet de 
rat 

Les resultats des Inventeurs demontrent que Fexpression de' la boucle I-II de la sous- 
unite Cav2.1 dans les cellules chromaffines de bovins ou les cellules granulaires de cervelet 

30 induit une diminution notable des canaux calciques haut-seuils a la surface membranaire de ces 
cellules. Les mesures effectuees montrent que plus de 50% du courant calcique haut-seuil est 
diminue dans ces cellules suite a l'expression de cette sequence. 

L'expression de la boucle I-II du canal Ca v 2.1 est induite suite a une methode de 
transfection cellulaire (grace a un agent de transfection : lipofectamine, fugene, etc.). Afm 

35 d' avoir la capacite de fixer les sous-unites p endogenes a ces cellules, nous avons constate que 
la capacite de cette sequence I-II a reduire l'expression a la membrane plasmique des canaux 
calciques haut-seuils endogenes est facilitee par son couplage a un segment transmembranaire. 
Les Inventeurs ont utilise pour leurs experiences le segment transmembranaire de la chaine a 
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du recepteur CD 8 humain, couple a la partie amino-tenninale de la boucle I-II. Afin de faciliter 
la detection des cellules transferees, la partie carboxy-terminale de la boucle I-II a ete couplee 
a la proteine GFP (Green Fluorescent Protein) qui possede la propriete de fluorescence verte 
(facilement d6tectable en microscopie a fluorescence). La figure 1A illustre la construction 
utilised pour ces experiences. En figure IB, est illustree la sequence en acide-amines de la 
sequence transmembranaire de la chaine a du recepteur CD8. 

Sequence transmembranaire de la chaine a du recepteur CD8 humain (contenu dans) : 

LDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCNHR 



II- Demonstration de l'importance des acides amines Arg 387 et Glu 388 de la 

sequence Ca v 2.1 de lapin dans l'inactivation de ce canal. 

Les resultats experimentaux obtenus demontrent que les acides amines de la boucle I-II 
du canal calcique Ca v 2.1 interviennent dans l'inactivation de ce canal. Deux modes de 
participation sont possibles : 

1- En absence de sous-unite p, ces deux acides amines sont impliques dans 
une interaction mol6culaire avec la boucle III-IV de la sous-unit6 Ca v 2.1 (Figures 2 et 
3). Si ces interactions sont interrompues, soit par mutagenese des acides amines Arg 
387 ou Glu 388 (Figure 4), soit en exprimant la boucle III-IV (qui peut alors entrer en 
competition avec 1'interaction naturelle entre les boucles I-II et m-IV du canal 
Ca v 2.1 ; Figure 5), l'inactivation du canal calcique est facilitee. Une inactivation 
facilitee represente, soit une transition acceleree de l'etat ouvert du canal vers son etat 
inactive, soit une diminution du nombre de canaux activables a un potentiel 
membranaire donn6 de la cellule. Les mdthodologies permettant la mesure des 
courants calciques et I'analyse de l'inactivation sont donnees en annexe D. 

2- En presence de sous-unite p (la configuration normale du canal a la 
membrane plasmique), la charge electrique port6e par les chaines radicales de ces 
acides amines (charge + pour Arg 387 et charge - pour Glu 388) joue un role dans 
l'inactivation de ce canal. 

Les resultats demontrent que dans ces deux cas de figures, ces acides amines peuvent 
etre prises comme cible d'une intervention pharmacologique directe pour moduler 
l'inactivation des canaux calciques. La presence de ces acides amines dans la plupart des 
canaux calciques neuronaux (Ca v 2.1, Ca v 2.2 et Ca v 2.3), et chez la plupart des especes, y 
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5 compris chez rhomme suggere fortement que ces acides amines interviennent egalement dans 
Tinactivation de ces canaux. 

Figure 2 : Fixation de la boucle I-II de Ca v 2.1 sur differentes boucles intracellulaires. 
Une fixation de HI est evidente sur la boucle III-IV de Cav2.1. Cette boucle III -IV a ete 
exprimee et purifiee comme une proteine de fusion GST (Glutathion-iS-Tranferase). La 
10 proteine I-II du canal a ete traduite in vitro et marquee par un acide amine radioactif ( 35 S- 

methionine) pour suivre sa fixation sur la proteine de fusion GST-HI-IV. 

Figure 3 : Representation schematique demontrant les interactions intramoleculaires 
entre les differentes boucles du canal Ca v 2.1. La fl&che verte illustre 1* interaction entre la 
boucle I-II et la boucle III-IV de ce canal. PM = membrane plasmique. 
15 Figure 4 : Demonstration de la perte de fixation dc la boucle I-II du canal Cav2.1 sur 

la proteine de fusion GST-EI-IV suite a la mutation des acides amines Arg 387 ou Glu 388. 
Ces deux acides amines sont done indispensables a la fixation de la boucle I-II sur la boucle 
III-IV en absence de la sous-unites P du canal calcium. 

Figure 5 : L'expression de la boucle III-IV accelere la cinetique deactivation du 
20 canal Cav2.1. Cette acceleration est similaire si la boucle III-IV exprimee est associee k la 
membrane plasmique (gauche, via un couplage en position amino-terminale avec la chaine a 
du recepteur CD8 humain) ou est libre dans le cytoplasme (droite, injection d'un peptide 
representant les 40 acides amines carboxy-terminal de la boucle III-IV). 

25 III- Demonstration de Pimportance de plusieurs acides amines de la boucle I- 

II de la sequence Ca v 2.1 de lapin dans la retention de ce canal au niveau du reticulum 
endoplasmique. 

Les resultats de mutagenese de la boucle I-II de la sous-unite Ca v 2.1 et de P expression 
dans Povocyte de Xenope des mutants correspondants demontrent qu'un certain nombre 

30 d'acide amines de la boucle I-II peuvent etre choisies comme cible pour augmenter 
Padressage membranaire des canaux calciques haut-seuils. Nous pouvons classer ces acides 
amines en deux categories : (i) les acides amines dont la fonction est independante de la sous- 
unite p des canaux calciques et dont la mutation induit une augmentation d' expression des 
canaux calciques a la surface de la membrane, et (ii) les acides amines dont la mutation seule 

35 ne contribue pas a une expression de surface facilitee du canal Ca v 2.1 lorsqu'il est exprime 
seul, mais plutot a une facilitation de Paction des sous-unites p. L'action desdites sous-unites 
p etant justement de faciliter l'expression des canaux calciques haut-seuils, l'expression a la 
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5 surface cellulaire de P ensemble du complexe Ca v 2.1/p est 6galement facilitee par la 
mutagenese de ces residus. L'importance des acides amines p-independant est demontree 
dans la figure 6, alors que celle des residus (3-dependants est illustree en figure 7. La figure 8 
recapitule la position des acides amines de la boucle I-II dont la mutation peut faciliter 
P expression des canaux calciques 
10 Figure 6 : Expression de sous-unites Ca v 2.1 mutes augmentant Pexpression du canal 

(en absence de sous-unite p). Mesure en densite de courants a la surface de la membrane 
plasmique des ovocytes de Xenopes. Voir annexe A ci-apres pour la methodologie 
d'expression et d'enregistrement des courants electriques. 

Figure 7 : Expression de sous-unites Ca v 2.1 mutes facilitant Paction de stimulation 
1 5 d' expression de la surface membranaire des canaux calciques par la sous-unite p. Voir annexe 
D pour la methodologie d' expression et d'enregistrement des courants electriques. 

Ci-apres sont representees les positions des acides amines dont la mutation favorise 
Pexpression a la surface de la membrane plasmique du canal Ca v 2.1. En gras, acides amines 
p-independant, et souligne, les acides amines p-dependants. 
20 SGEFAKERERVENRRAFLKLRRQQQIERELNGYME^ 

I ^/ I 

383 395 396 398 

FDGALRRATIKKSKTDLLHPEEAEDQLADIASVGSPFARASIKSAKLENSSFFHKKERR 
25 | 

427 + 428 (double mutation) 
MRFYIREMVKTQ 

On peut aussi identifier la position des acides amines dont la mutation entraine une 
30 diminution de Pexpression a la surface des cellules. Cette information est donnee a titre 
d'exemple ci-apres. 

Position des acides amines dont la mutation entraine une diminution notable 
d'expression du canal Ca v 2. 1 a la membrane (en presence et absence de sous-unite p). 
SGEFAKERERVENRRAFLKLRRQQQIEjiEL 



35 



387 
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5 FDGALRRATIKKSKTDLLHPEEAEDQLADIASVGSPFARASIKSAKLENSSFFHKKERR 
I 

422 - 423 
MRFYIRRMVKTQ 

10 

Afin d'etendre la validite de nos resultats, nous avons align6 la sequence de la boucle 
I-II du canal Ca v 2.1 de lapin a celle de la sequence I-II du canal Cav2.1 humain. Les positions 
des acides amines essentiels a l'ensemble des fonctions citees sont indiquees en gras ci-apres. 

Alignement des sequences de Ca v 2.1 de lapin et humain. En gras, acide amines 
1 5 essentiels. Souligne : les acides amines differents entre les deux sequences. 

Cav2.1 humain 
S GEF AKERERVENKRAFLKLRRQQ QIERELNGYMEWIS KAEEVIL 

Cav2.1 lapin 
20 SGEFAKERERVENRRAFLKLRRQQQIERELNGYMEWISKAEEVIL 

AEDETDGEQRHPFDGALRRTTIKKSKTDLLNPEEAEDQLADIASVGSPFARASIKS 
AEDETDVEQRHPFDGALRRATIKKSKTDLLHPEEAEDQLADIASVGSPFARASIKS 

25 

AKLENSTFFHKKERRMRPYIRRMVKTQ 
AKEENSSFFHKKEPvRMRFYIRRMVKTQ 
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Annexe A 

Expression du canal Ca v 2.1 dans 1'ovocyte de Xenope, mesure 
electrophysiologique des courants calciques et analyse des proprietes deactivation du 
canal calcique. 



Expression 

Les ovocytes de Xenopes sont preleves aux stades V et VI a partir d'ovaires de 
grenouille Xenopus laevis d'afrique du sud et maintenus en solution saline classique (milieu 
de Barth). Les cellules sont traitees a la collagenase type IA (2 mg/ml) pendant deux heures et 

15 les membranes folliculaires sont eliminees manuellement. Les ovocytes sont maintenus en 
milieu DNOM (defined nutrient oocyte medium) durant 2 jours avant injection de cRNA 
codant pour le canal Cav2,l. L'injection de ce cRNA codant pour le canal sauvage ou mute 
est effectue a une concentration de 0.3 |ig/pL Dans les cas de coinjection d'autres cRNA 
(exemple : CD8-EQ-IV, III-IV, etc.), ces cRNA sont injectes a une concentration de 0.1 

20 Mg/jil. Les injections de peptide III-IV sont effectuees a une concentration finale 
intracellulaire de 10 pM. Dans tous les cas de figure, le volume d'injection n'excede pas 50 nl 
par ovocyte. Suite aux injections de cRNA, les cellules sont conservees h 16°C en milieu 
DNOM pendant au minimum 4-5 jours avant de poursuivre avec les enregistrements 
electrophysiologiques. 

25 

Mesures electrophysiologiques 

Nous avons applique la technique de voltage-clamp a deux electrodes pour les 
enregistrements de courants Ba 2+ (le Ba 2 + est plus permeable que le Ca 2+ au travers des canaux 
calcium a haut-seuils et facilite nos analyses). Les entregistrements sont effectues avec un 

30 amplificateur GeneClamp de chez Axon Instruments (Foster City, CA). Le milieu 
d'enregistrement extracellulaire contient (en mM): Ba(OH) 2 40, NaOH 50, KC1 3, HEPES 5, 
acide niflumique 1, pH 7.4 avec l'acide methane sulfonique. Les electrodes sont remplies avec 
(en mM) KC1 140, EGTA 10 et HEPES 10 (pH 7.2 avec du KOH) et ont des resistances 
electriques comprises entre 0.5 et 1 MQ. Les enregistrements de courant electriques sont filtres 

35 « on-line » a 2 kHz, le courant de fuite est soustrait par un protocole P/6, et echantillonne a 5-10 
kHz. Les donnees sont analysees avec le suite de logiciels pCLAMP version 6.03 (Axon 
Instruments). 
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Analyse des proprietes d'inactivation du canal CaJ.l 

Aim d'etablir des courbes d'inactivation en fonction du potentiel membranaire de 
cellule, les ovocytes sont depolarises pendant au moins 30 secondes a une valeur de potentiel 
donnee (entre -100 et 10 mV ; potentiel de maintien), puis le courant calcique est declenche 
par une depolarisation cellulaire a +20 mV. Cette procedure est r6petee plusieurs fois pour des 
valeurs de potentiel de maintien croissant (de 10 mV en 10 mV). L'amplitude maximale des 
courants Ba 2+ ainsi obtenues pour chaque depolarisation a +20 mV est comparee a l'amplitude 
du courant maximal obtenu par une depolarisation a partir du potentiel de -100 mV vers +20 
mV (valeur reference correspondant a 0% d'inactivation des canaux). L'inactivation des 
canaux calciques est aussi declenchee par une depolarisation maintenue a +20 mV (a partir 
d'une valeur de maintien de -100 mV). Le decours cinetique decroissant du courant illustre le 
processus d'inactivation des canaux calciques qui est declenche par la depolarisation a +20 
mV. Pour comparer les differences en cinetiques d'inactivation, nous avons choisit le temps 
necessaire k la demi-inactivation des canaux calciques comme valeur de reference. 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation : 

- de fragments peptidiques de la sous-unite ocl des canaux calciques de rnammiferes, 
lesdits fragments correspondant a la boucle HI et/ou a la boucle III-IV de ladite sous-unite 
al, ou correspondant a une sequence peptidique derivee de cette boucle I-II ou III-IV, 
notamment par substitution, et/ou deletion, et/ou addition d'un ou plusieurs acides amines, ou 
correspondant a une partie peptidique de ladite boucle I-II, ou III-IV, ou d'une sequence 
derivee de cette demiere, notamment a une partie peptidique d'au moins environ 5 acides 
amines, ladite sequence derivee et ladite partie de la boucle I-II ayant la propriete de ladite 
boucle I-II de se lier a la sous-unite (3 et a la boucle III-IV desdits canaux calciques, ladite 
sequence derivee et ladite partie de la boucle III-IV ayant la propriete de ladite boucle III-IV 
de se lier a ladite boucle I-II, 

- ou de sequences peptidiques mutees, derivees par mutation d'un ou plusieurs acides 
amines desdits fragments peptidiques susmentionnes de la boucle I-II de la sous-unite al des 
canaux calciques dans la mesure ou la ou les mutations en question affectent des acides 
amines essentiels dans le cadre de l'expression des canaux calciques a la surface membranaire, 
et/ou de sequences peptidiques derivees par mutation d'un ou plusieurs acides amines desdits 
fragments peptidiques susmentionnes de la boucle m-IV de la sous-unite al des canaux 
calciques, dans la mesure ou la ou les mutations en question affectent des acides amines 
essentiels dans le cadre de Tinactivation des canaux calciques, 

- ou de cellules transformees par des sequences nucleotidiques codant pour les 
fragments peptidiques susmentionnes de la boucle I-II et/ou de la boucle III-IV de la sous- 
unite al des canaux calciques, ou codant pour les sequences peptidiques mutees 
susmentionnees, 

pour la mise en oeuvre de proc6des de criblage : 

- de molecules restaurant le nombre de canaux calciques a la normale dans les 
membranes cellulaires ou ce nombre a anormalement diminue, a savoir du criblage de 
molecules p like susceptibles d'etre utilisees dans le cadre du traitement de pathologies liees a 
une diminution anormale du nombre de canaux calciques telles que l'epilepsie, ou les 
degenerescences neuronales, 

- et/ou de molecules augmentant le nombre de canaux calciques dans les membranes 
cellulaires, a savoir du criblage de molecules p like susceptibles d'etre utilisees dans le cadre 
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5 du traitement de pathologies contre lesquelles une augmentation du nombre de canaux 
calciques a la membrane plasmique aurait un effet benefique, telle que la maladie de 
Parkinson, les diabetes insulino-dependants, ou le syndrome myasthenique de Lambert- 
Eaton,, 

- et/ou de molecules restaurant le nombre de canaux calciques a la normale dans les 
10 membranes cellulaires ou ce nombre a anormalement augmente, a savoir du criblage de 

molecules susceptibles d'etre utilisees dans le cadre du traitement de pathologies liees a une 
augmentation anormale du nombre de canaux calciques telle que lliypertrophie cardiaque, 

- et/ou de molecules reduisant le nombre de canaux calciques dans les membranes 
cellulaires, a savoir du criblage de molecules susceptibles d'etre utilisees dans le cadre du 

15 traitement de pathologies contre lesquelles une diminution du nombre de canaux calciques a 
la membrane plasmique aurait un effet benefique, telle que l'epilepsie, Thypertension, Tangine 
de poitrine, ou l'ischernie cerebrale, 

- et/ou de molecules regulant Petat deactivation des canaux calciques neuronaux 
impliques dans la liberation des neurotransmetteurs, a savoir du criblage de molecules 

20 susceptibles d'etre utilisees dans le cadre de la stimulation ou de Tinhibition de la 
communication neuronale, notamment dans le cadre du traitement de pathologies contre 
lesquelles une regulation de l'etat deactivation des canaux calciques neuronaux impliques 
dans la liberation des neurotransmetteurs aurait un effet benefique, telles que les epilepsies, 
les ataxies, les migraines, la maladie de Parkinson, ou les isch6mies cerebrales. 

25 

2. Utilisation selon la revendication 1 de fragments peptidiques correspondant a la 
boucle I-II de la sous-unite al, ou a une sequence peptidique derivee, ou a une partie de cette 
boucle I-II, ou de cellules transform£es par des sequences nucleotidiques codant pour lesdits 
fragments, tels que definis dans la revendication i, pour la mise en oeuvre de procedes de 
30 criblage : 

- de molecules restaurant le nombre de canaux calciques a la normale dans les 
membranes cellulaires ou ce nombre a anormalement diminue, telles que defmies dans la 
revendication 1, 

- et/ou de molecules augmentant le nombre de canaux calciques dans les membranes 
35 cellulaires, telles que definies dans la revendication 1 . 
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5 3. Utilisation selon la revendication I ou 2 : 

- de la sequence peptidique correspondant a la boucle I-H de la sous-unite Cav2.1 des 
canaux calciques de cellules neuronales de lapin, ladite sequence correspondant a la sequence 
SEQ ID NO : 2 suivante : 

SGEFAKERERVENRRAFLKLRRQQQIERELNGYME\^ 
10 DGALRRATIKKSKTDLLH^^ 
MRFYIRRMVKTQ 

- ou de la sequence peptidique correspondant a la boucle I-II de la sous-unite Cav2. 1 
des canaux calciques de cellules neuronales humaines, ladite sequence correspondant a la 
sequence SEQ ID NO : 4 suivante : 

1 5 SGEFAKERERVENRJRAFLKiRRQQQIERELNGYME 

DGALRRTTIKKSKTDLLNPEEAEDQLADIASVGSPFARASIKSAK^ 
MRFYIRRMVKTQ 

- ou de cellules transformees avec les sequences nucleotidiques SEQ ID NO : 1 et 
SEQ ID NO : 3 suivantes codant respectivement pour les sequences peptidiques SEQ ID NO : 

20 2 et SEQ ID NO : 4 susmentionnees : 

SEQIDN°1 : 

tcaggggagtttgccaaagaaagggagcgggtggagaaccggcgcgcattcctgaagctgcggcggcagcagcagattgaacgc 
gagctcaacgggtacatggagtggatctcaaaagcagaagaggtgatcctcgcagaggacgagaccgacgtggagcagagacatc 
cctttgatggagctctgcggagagccactatcaagaagagcaagacggacctgctccacccagaggaggcggaggatcagctggcc 
gacatcgcctccgtggggtct<^ctttgco:gagccagcattaaaagtgccaagctggagaactcgagttttttccacaaaaaagagag 
gagaatgcgtttctacatccgtcgcatggtcaaaactcag 

SEQ ID N°3 

tcagggg agtttgccaa agaaagggaa cgggtggaga accggcgggc ttttctgaag ctgaggcggc aacaacagat 
tgaacgtgag ctcaatgggt acatggaatg gatctcaaaa gcagaagagg tgatcctcgc cgaggatgaa actgacgggg 
agcagaggca tccctttgat ggagctctgc ggagaaccac cataaagaaa agcaagacag atttgctcaa ccccgaagag 
gctgaggatc agctggctga tatagcctct gtgggttctc ccttcgcccg agccagcatt aaaagtgcca agctggagaa 
ctcgaccttt tttcacaaaa aggagaggag gatgcgtttc tacatccgcc gcatggtcaa aactcag 

4. Utilisation de fragments peptidiques de la sous-unite <xl selon I'une des 
revendications 1 a 3, lesdits fragments etant fusionnes du cot6 N-terminal a une sequence 
peptidique transmembranaire, a savoir une sequence peptidique ay ant pour effet de 
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5 maintenir lesdits fragments peptidiques dans la membrane cellulaire, telle que la s6quence 
transmembranaire de la chaine a du recepteur CD8 humain contenue dans la sequence SEQ 
ID NO : 5 suivante : 

LDFACDIYIW APLA GTCGVLLLSLVITLYCNHR 

ou de cellules transformees avec une sequence nucleotidique recombinante exogene 
10 codant pour une sequence peptidique transmembranaire telle que definie ci-dessus, cette 
derniere sequence etant situee en amont de la sequence codant pour le fragment peptidique 
susmentionne de la sous-unit6 al. 

5. Procede de criblage de molecules restaurant le nombre de canaux calciques a la 
15 normale dans les membranes cellulaires ou ce nombre a anormalement diminue, telles que 

definies dans la revendication 1, et/ou de molecules augmentant le nombre de canaux 
calciques dans les membranes cellulaires, telles que definies dans la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- mise en presence de fragments peptidiques de la sous-unite al tels que defmis dans 
20 Tune des revendications 2 a 4, avec des cellules exprimant des canaux calciques pendant un 

temps suffisant pour que le nombre de canaux calciques diminue de maniere significative a la 
surface desdites cellules, puis avec des molecules a tester, 

- ou mise en presence de cellules transformees a Taide de sequences nucleotidiques 
codant pour des fragments peptidiques de la sous-unit6 al tels que d6finis dans Tune des 

25 revendications 2 a 4, reduisant ainsi le nombre de canaux calciques a la surface desdites 
cellules, avec des molecules a tester, 

- detection d'une Sventuelle augmentation du nombre de canaux calciques a la surface 
des cellules transformees temoignant de l'effet des molecules testees d f augmentation du 
nombre de canaux calciques a la surface des membranes cellulaire. 

30 

6. Utilisation selon la revendication 1 de sequences peptidiques derivees par mutation 
d'un ou plusieurs acides amines des fragments peptidiques de la boucle I-II de la sous-unite 
al des canaux calciques, la ou les mutations en question affectant des acides amines 
essentiels dans le cadre de Texpression des canaux calciques a la surface membranaire, dans la 

35 mesure ou leur mutation a pour effet d'augmenter ou de diminuer Texpression a la surface de 
la membrane plasmique des canaux calciques, pour la mise en oeuvre de procedes de criblage : 
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5 -de molecules restaurant le nombre de canaux calciques a la normale dans les 

membranes cellulaires ou ce nombre a anormalement diminue, telles que definies dans la 
revendication 1, 

- et/ou de molecules augmentant le nombre de canaux calciques dans les membranes 
cellulaires, telles que definies dans la revendication 1, 

10 - et/ou de molecules restaurant le nombre de canaux calciques a la normale dans les 

membranes cellulaires ou ce nombre a anormalement augmente, telles que definies dans la 
revendication 1, 

- et/ou de molecules reduisant le nombre de canaux calciques dans les membranes 
cellulaires, telles que definies dans la revendication 1 . 

15 

7. Utilisation selon la revendication 6 de sequences peptidiques comportant une ou 
plusieurs mutations ayant pour effet d'augmenter Texpression a la surface de la membrane 
plasmique des canaux calciques, lesdites sequences peptidiques etant derivees par mutation 
d'un au moins des acides amines situes aux positions 383, 395, 396, 398, 427, ct 428 de la 

20 sous-unite Cav2. 1 des canaux calciques de cellules neuronales de lapin, ou humaines, a savoir 
des sequences peptidiques correspondant a la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 4, 
dans laquelle Pun au moins de Q en position 24, W en position 36, I en position 37, K en 
position 39, K en position 68, et K en position 69, est substitue par un acide amine naturel ou 
non, notamment par une alanine. 

25 

8. Utilisation selon la revendication 6 de sequences peptidiques comportant une ou 
plusieurs mutations ayant pour effet de diminuer Texpression a la surface de la membrane 
plasmique des canaux calciques, lesdites sequences peptidiques etant derivees par mutation 
d'un au moins des acides amines situes aux positions 387, 422, et 423 de la sous-unite Cav2.1 

30 des canaux calciques de cellules neuronales de lapin, ou humaines, a savoir des sequences 
peptidiques correspondant a la sequence SEQ ED NO : 2 ou SEQ ID NO : 4, dans laquelle Tun 
au moins de R en position 28, R en position 63, et R en position 64, est substitue par un acide 
amine naturel ou non, notamment par une alanine. 

35 9. Procede de criblage : 

- de molecules restaurant le nombre de canaux calciques a la normale dans les 
membranes cellulaires ou ce nombre a anormalement diminue, telles que definies dans la 
revendication 1, 
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5 - et/ou de molecules augmentant le nombre de canaux calciques dans les membranes 

cellulaires, telles que definies dans la revendication 1, 

- et/ou de molecules restaurant le nombre de canaux calciques a la normale dans les 
membranes cellulaires ou ce nombre a anormalement augrnente, telles que definies dans la 
revendication 1 , 

10 - et/ou de molecules reduisant le nombre de canaux calciques dans les membranes 

cellulaires, telles que definies dans la revendication 1, 

caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- mise en presence de sequences peptidiques derivees de la boucle I-H de la sous-unite 
al tels que definies dans la revendication 1, 6 ou 7, avec des molecules a tester deja 

15 selectionnees pour leur capacite a se lier specifiquement aux sequences peptidiques non 
mutees correspondant auxdites boucles I-H, 

- selection des molecules susmentionnees se liant specifiquement aux boucles I-H et ne 
se liant pas aux sequences peptidiques derivees susmentionnees, 

- le cas echeant, mise en presence des molecules selectionnees a Tetape precedente 
20 avec des cellules exprimant des canaux calciques, et observation de l'eventuel effet des 

molecules selectionnees sur Taugmentation ou la diminution du nombre de canaux calciques a 
la surface desdites cellules. 

10. Utilisation selon la revendication 1 de sequences peptidiques derivees par mutation 
25 d'un ou plusieurs acides amines des fragments peptidiques de la boucle I-II de la sous-unite 

al des canaux calciques, la ou les mutations en question affectant des acides amines 
essentiels dans le cadre de Pactivite des canaux calciques a la surface membranaire, dans la 
mesure ou leur mutation a pour effet de moduler Tactivite des canaux calciques, pour la mise 
en oeuvre de procedes de criblage de molecules regulant Tetat deactivation des canaux 
30 calciques neuronaux impliques dans la liberation des neurotransmetteurs, telles que definies 
dans la revendication 1 . 

1 1. Utilisation selon la revendication 10 de sequences peptidiques comportant une ou 
plusieurs mutations ayant pour effet d'inactiver les canaux calciques, lesdites sequences 

35 peptidiques 6tant derivees par mutation d'un au moins des acides amines situes aux positions 
387 et 388 de la sous-unite Cav2.1 des canaux calciques de cellules neuronales de lapin, ou 
humaines, a savoir des sequences peptidiques correspondant a la sequence SEQ ID NO : 2 ou 
SEQ ID NO : 4, dans laquelle Tun au moins de R en position 28, et E en position 29, est 
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substitue par un acide amine naturel ou non, notamment R28 est substitue par une alanine ou 
par E et E29 est substitue par une alanine. 

12. Procede de criblage.de molecules regulant Tetat deactivation des canaux 
calciques neuronaux impliques dans la liberation des neurotransmetteurs, telles que definies 
1 0 dans la revendication 1 , caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- mise en presence de sequences peptidiques derivees de la boucle I-II de la sous-unite 
al tels que definies dans la revendication 10 ou 11 5 avec des molecules a tester deja 
selectionnees pour leur capacite a se lier specifiquement aux sequences peptidiques non 
mutees correspondant auxdites boucles I-II, 

1 5 . selection des molecules susmentionnees se liant specifiquement aux boucles I-II et ne 

se liant pas aux sequences peptidiques derivtes susmentionnees, 

- le cas echeant, mise en presence des molecules selectionnees a I'etape precedente 
avec des cellules exprimant des canaux calciques, et observation de Teventuel effet des 
molecules selectionnees sur la regulation de l'etat deactivation des canaux calciques 

20 neuronaux impliques dans la liberation des neurotransmetteurs desdites cellules. 

13* Utilisation selon la revendication 1 de fragments peptidiques correspondant a la 
boucle III-IV de la sous-unite al, ou a une sequence peptidique derivee, ou a une partie de 
cette boucle III-IV, ou de cellules transformees par des sequences nucleotidiques codant pour 
25 lesdits fragments, tels que definis dans la revendication 1, pour la mise en oeuvre de procedes 
de criblage de molecules regulant l'etat deactivation des canaux calciques neuronaux 
impliques dans la liberation des neurotransmetteurs, telles que definies dans la revendication 

30 14. Utilisation selon la revendication 1 ou 13 : 

- de la sequence peptidique correspondant a la boucle III-IV de la sous-unite Cav2.1 
des canaux calciques de cellules neuronales humaines ou de lapin, ladite sequence 
correspondant a la sequence SEQ ID NO : 7 suivante : 
ITFQEQGDKMMEEYSLEKJNfER^ 

35 

- ou des cellules transformees avec la sequence nucleotidique codant pour la boucle 
III-IV de la sous-unite Cav2.1 des canaux calciques de cellules neuronales humaines, ladite 
sequence correspondant a la sequence SEQ ID NO : 6 suivante : 



5 
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ccg 



- ou de cellules transferees avec la sequence nucleotidique codant pour la boucle III- 
IV de la sous-unite Cav2.1 des canaux calciques de cellules neuronal de lapin, ladUe 
sequence correspondant a la sequence SEQ ID N°8 suivante : 

tgtccccg 

15 Utilisation de fragments peptidiques de la sous-unite al selon 1'une des 
revendications 1. 13 e. 14, lesdits fragments «ant fusionnes dn cote N-terminal a une 
sequence peptidique transmembranaire, a savoir une sequence peptidique ayan. pour effe. de 
maintenir lesdte fragments peptidiques darts la membrane cellulaire, telle que !a sequence 
transmembranaire de !a chalne a du recepteur CDS humain contenue dans la sequence SEQ 

ID NO : 5 suivante : 

LDFACDIYIWAPLAGTCGVLLLSLVTTLYCNHR 

ou de cellules transformers avec une s6quence nucleotidique recombinante exogene 
codant pour une sequence peptidique transmembranaire telle que definie ci-dessus, cette 
derniere sequence etant situee en amont de la sequence codant pour le fragment peptidxque 
susmentionne de la sous-unite al . 

16 Proc6de de criblage de molecules regulant 1'etat deactivation des canaux 
calciques neuronaux impliques dans la liberation des neurotransmetteurs, telles que defimes 
dans la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- mise en presence de fragments peptidiques de la sous-unite al tels que defmis dans 
rune des revendications 13 a 15, avec des cellules exprimant des canaux calciques pendant un 
temps suffisant pour que 1'etat deactivation des canaux soit modifie, P u.s avec des 
molecules a tester, 

- ou mise en presence de cellules transferees a 1'aide de sequences nucleondiques 
codant pour des fragments peptidiques de la sous-umte al tels que defmis dans Vune des 
revendications 13 a 15, avec des molecules a tester, 
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5 



10 



. detects de reflet des molecules testees sur L'tat deactivation des canaux 
calciques neuronaux impliques dans la -liberation des neurotransmetteurs. 

1 7 Utilisation selon la revendication 1 de sequences peptidiques derivees par mutation 

. , . c frfl(mien ts neotidiques de la boucle III-IV de la sous-unite 
d'un ou plusieurs acides amines des fragments pepuuiq 

al des canaux calciques, .a ou .« mutations • question affeclan. des acides ammes 
essentiels dans le cadre de Activation dee canaux calciques a .a surface membranaire, dans la 
m esure ou leur mutation a pour effet d'activer ou dinaenve, les canaux calciques, pour la mtse 
en oeuvre de precedes de criblage de molecules regulant W deactivation des canaux 
calciques neuronaux impliques dans 1. liberation des neurotransmetteurs, telles que defines 
1 5 dans la revendication 1 . 

18 Utilisation selon la revendication 17 de sequences peptidiques comportant une ou 
ptasteurs mutations ayan. pour efle, driver les canaux calciques, lesdites sequences 
peptidiques etan, derivees par mutation d'un au nroins des acides atntn6s de la sequence 

20 peptidiquecorosspondantilasequenceSBQIDNO:7. 

19 Precede de criblage de molecules regulant I'M* d'inactivation des canaux 
calciques neuronaux impliques dans la liberation des neurotransmetteurs, telles que d6fm.es 
dans la revendication 1, caracterise en ee qu'il comprend les etapes suivantes : 

25 . mtse en presence de sequences peptidiques derivees de la boucle TOW de la sous- 

unite al tels que definies dans la revendication 17 ou 18, avec des monies a tester de j4 
selectionner pour leur capacite a se lier spectfiquemen, aux sequences peptidiques non mutees 

correspondant auxdites boucles III-IV, 

- selection des molecules susmentionnees se liant specifiquement aux boucles III-IV et 
30 ne se liant pas aux sequences peptidiques derivees susmentionndes, 

- le cas echeant, mise en presence des molecules selectionnees a Tetape precedente 
avec des cellules exprimant des canaux calciques, et observation de Veventuel effet des 
m olecules selectionnees sur la regulation de 1'etat d'inactivation des canaux calciques 

' neuronaux impliques dans la liberation des neurotransmetteurs desdites cellules. 
35 
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20. Sequences peptidiques choisies parmi : 
ta sUoes SBQ ID NO : 2- - SEQ ID NO *n. — »- * Q 

e„ position 24 W en position 36, 1 - position 37, K en position 39, K en po S ,tion 68, et K 

on 69 - -bstiL par un aoide amine nature, on non, not— par une alan.no, 
P0S ' UOn ^ Co, SEQ ip NO : 2 et SEQ ID NO - Relies ,u» an rno ns tie K 

~ : 2 et SEQ ID NO : 4 nans le.neUea run an tnorna tie R 

seque v amine naturel ou non, 

e„ position 28, et E en portoa 29, est subs* P 
notamment R28 est substitue par une alanine ou par E, et E29 est substitu p 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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FIGURE 4 




FIGURES : 



Boucle III-IV associee a la membrane Boucle m-IV en forme libre 
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FIGURE 6 : 




FIGURE 7 : 
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SEQUENCE LISTING 
<110> CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQDE 

<120> UTILISATION DE FRAGMENTS PEPTIDIQUES DE LA SOUS-UNITE a-1 DES CANAUX 
CA1CIQUES, COMPORTANT LE CAS ECHEANT DES MUTATIONS , POUR LE CRIBLAGE DE 
MOLECULES D 1 INTERET THERAPEUTIQUE 



<130> 


IFB 01AE CNR CANA 


<140> 


FR0110117 




<141> 


2001-07-27 




<160> 


14 




<170> 


Patent In version 


3,1 


<210> 


1 




<211> 


384 




<212> 


DNA 




<213> 


lapin 




<220> 






<221> 


CDS 




<222> 


(1) . . (384) 




<223> 






<400> 


1 




tea ggg 
Ser Gly 
1 


gag ttt gec aaa 
Glu Phe Ala Lys 
5 


gaa 
Glu 


ttc ctg 
Phe Leu 


aag ctg egg egg 
Lys Leu Arg Arg 


cag 
Gin 



10 



15 



48 



96 



20 



25 



30 



tac atg gag tgg ate tea aaa gca gaa gag gtg ate etc gca gag gac 

Tyr Met Glu Trp lie Ser Lys Ala Glu Glu Val lie Leu Ala Glu Asp 
35 40 45 

gag acc gac gtg gag cag aga cat ccc ttt gat gga get ctg egg aga 

Glu Thr Asp Val Glu Gin Arg His Pro Phe Asp Gly Ala Leu Arg Arg 
50 55 60 



144 



192 



gee act ate aag aag age aag acg gac ctg etc cac cca gag gag gcg 

Ala Thr lie Lys Lys Ser Lys Thr Asp Leu Leu His Pro Glu Glu Ala 

65 70 75 80 

gag gat cag ctg gec gac ate gee tec gtg ggg tct ccc ttt gec cga 

Glu Asp Gin Leu Ala Asp lie Ala Ser Val Gly Ser Pro Phe Ala Arg 
85 90' 95 



240 



288 
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gcc age att aaa agt gec aag ctg gag aac teg agt ttt ttc cac aaa 336 
Ala Ser lie Lys Ser Ala Lys Leu Glu Asn Ser Ser Phe Phe His Lys 
100 105 110 

aaa gag agg aga atg cgt ttc tac ate cgt cgc atg gtc aaa act cag 384 
Lys Glu Arg Arg Met Arg Phe Tyr lie Arg Arg Met Val Lys Thr Gin 

120 125 





115 


<210> 


2 


<211> 


128 


<212> 


PRT 


<213> 


lapin 


<400> 


2 





Ser Gly 
1 


Glu 


Phe 


Ala 
5 


Lys 


Glu 


Arg Glu Arg Val 
10 


Glu 


Asn Arg Arg Ala 
15 




Phe Leu 


Lys 


Leu 
20 


Arg 


Arg 


Gin 


Gin 


Gin 

ZD 


He 


Glu Arg 


Glu 


Leu 
30 


Asn 


Gly 




Tyr Met 


Glu 
35 


Trp 


He 


Ser 


Lys 


Ala 
40 


Glu 


Glu 


Val 


He 


Leu 
45 


Ala 


Glu 


Asp 




Glu Thr 
50 


Asp 


Val 


Glu 


Gin Arg 
55 


His 


Pro 


Phe 


Asp 


Gly Ala 
60 


Leu Arg 


Arg 




Ala Thr 
65 


lie 


Lys 


Lys 


Ser 
70 


Lys 


Thr 


Asp 


Leu 


Leu 
75 


His 


Pro 


Glu 


Glu 


Ala 
80 




Glu Asp 


Gin 


Leu 


Ala 
85 


Asp 


He 


Ala 


Ser 


Val 
90 


Gly 


Ser 


Pro 


Phe 


Ala 
95 


Ajrg 




Ala Ser 


lie 


Lys 
100 


Ser 


Ala 


Lys 


Leu 


Glu 
105 


Asn 


Ser 


Ser 


Phe 


Phe 
110 


liis 


Lys 




Lys Glu 


Arg 
115 


Arg Met 


Arg 


Phe 


Tyr 
120 


He 


Arg Arg Met 


Val 
125 


Lys 


Thr 


Gin 




<210> 3 






















■ 










<211> 384 






























<212> DNA 





























<213> Homo sapiens 
<220> 
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<221> CDS 

<222> (1) . . (384) 

<223> 

<400> 3 

tea ggg gag ttt gec aaa gaa agg gaa egg gtg gag aac egg egg get 
Ser Gly Glu Phe Ala Lys Glu Arg Glu Arg Val Glu Asn Arg Arg Ala 
15 10 15 

ttt ctg aag ctg agg egg caa caa cag att gaa cgt gag etc aat ggg 
Phe Leu Lys Leu Arg Arg Gin Gin Gin lie Glu Arg Glu Leu Asn Gly 
20 25 30 

tac atg gaa tgg ate tea aaa gca gaa gag gtg ate etc gee gag gat 
Tyr Met Glu Trp lie Ser Lys Ala Glu Glu Val lie Leu Ala Glu Asp 
35 40 45 

gaa act gac ggg gag cag agg cat ccc ttt gat gga get ctg egg aga 
Glu Thr Asp Gly Glu Gin Arg His Pro Phe Asp Gly Ala Leu Arg Arg 
50 55 60 

acc acc ata aag aaa age aag aca gat ttg etc aac ccc gaa gag get 
Thr Thr lie Lys Lys Ser Lys Thr Asp Leu Leu Asn Pro Glu Glu Ala 
65 70 75 80 

gag gat cag ctg get gat ata gee tct gtg ggt tct ccc ttc gee cga 
Glu Asp Gin Leu Ala Asp lie Ala Ser Val Gly Ser Pro Phe Ala Arg 
85 90 95 

gec age att aaa agt gee aag ctg gag aac teg acc ttt ttt cac aaa 
Ala Ser lie Lys Ser Ala Lys Leu Glu Asn Ser Thr Phe Phe His Lys 
100 105 110 

aag gag agg agg atg cgt ttc tac ate cgc cgc atg gtc aaa act cag 
Lys Glu Arg Arg Met Arg Phe Tyr lie Arg Arg Met Val Lys Thr Gin 
115 120 125 



<210> 4 

<211> 128 ? 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

Ser Gly Glu Phe Ala Lys Glu Arg Glu Arg Val Glu Asn Arg Arg Ala 
15 10 15 



Phe Leu Lys Leu Arg Arg Gin Gin Gin lie Glu Arg Glu Leu Asn Gly 
20 25 30 



Tyr Met Glu Trp lie Ser Lys Ala Glu Glu Val lie Leu Ala Glu Asp 
35 40 45 
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Glu Thr Asp Gly Glu Gin Arg His Pro Phe Asp Gly Ala Leu Arg Arg 
50 55 60 



Thr Thr lie Lys Lys Ser Lys Thr Asp Leu Leu Asn Pro Glu Glu Ala 
65 70 75 80 



Glu Asp Gin Leu Ala Asp lie Ala Ser Val Gly Ser Pro Phe Ala Arg 
85 90 " 95 



Ala Ser lie Lys Ser Ala Lys Leu Glu Asn Ser Thr Phe Phe His Lys 
100 105 110 



Lys Glu Arg Arg Met Arg Phe Tyr lie Arg Arg Met Val Lys Thr Gin 
115 120 125 



<210> 5 

<211> 33 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 

Leu Asp Phe Ala Cys Asp lie Tyr lie Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr 
15 10 15 



Cys Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val lie Thr Leu Tyr Cys Asn His 
20 25 30 



Arg 



<210> 6 

<211> 165 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (165) 

<223> 

<400> 6 
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ate acc ttc cag gag caa ggg gac aag atg atg gag gaa tac age ctg 48 
lie Thr Phe Gin Glu Gin Gly Asp Lys Met Met Glu Glu Tyr Ser Leu 
15 10 15 

gag aaa aat gag agg gec tgc att gat ttc gec ate age gec aag ccg 96 
Glu Lys Asn Glu Arg Ala Cys lie Asp Phe Ala lie Ser Ala Lys Pro 
20 25 30 

ctg acc cga cac atg ccg cag aac aag cag age ttc cag tac cgc atg 144 
Leu Thr Arg His Met Pro Gin Asn Lys Gin Ser Phe Gin Tyr Arg Met 
35 4 0 4 5 

tgg cag ttc gtg gtg tct ccg 165 
Trp Gin Phe Val Val Ser Pro 
50 55 



<210> 7 

<211> 55 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

lie Thr Phe Gin Glu Gin Gly Asp Lys Met Met Glu Glu Tyr Ser Leu 
15 10 15 



Glu Lys Asn Glu Arg Ala Cys He Asp Phe Ala He Ser Ala Lys Pro 
20 25 • 30 



Leu Thr Arg His Met Pro Gin Asn Lys Gin Ser Phe Gin Tyr Arg Met 
35 40 45 

Trp Gin Phe Val Val Ser Pro 
50 55 





<210> 


8 




<211> 


165 




<212> 


DMA 




<213> 


lapin 




<400> 


8 



atcaccttcc aggagcaggg cgacaagatg atggaggagt acagcttgga gaaaaacgag 60 
agggectgea tcgacttcgc catcagtgcc aagccgctga ccaggcacat gccccagaac 120 
aagcagagct tccagtaccg catgtggcag ttcgtggtgt ccccg 165 
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<210> 9 

<211> 128 

<212> PRT 

<213> lapin 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (24) . . (24) 

<2 23> X represente Q, ou une alanine, ou autre acide amine naturel ou non 
<220> 

<2 21> MISC_FEATURE 

<222> (36) . . (36) 

<223> X represente W, ou une alanine, ou autre acide amine naturel ou non 
<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (37) . . (37) 

<223> X represente I, ou une alanine, ou autre acide amine naturel ou non 
<220> 

<221> M I SC_ FEATURE 

<222> (39) . . (39) 

<223> X represente K, ou une alanine, ou autre acide amine naturel ou non 
<220> 

<221> MISC FEATURE 

<222> (68) . . (69) 

<223> X represente K, ou une alanine, ou autre acide amine naturel ou non 

<400> 9 

Ser Gly Glu Phe Ala Lys Glu Arg Glu Arg Val Glu Asn Arg Arg Ala 
1 5 10 15 

Phe Leu Lys Leu Arg Arg Gin Xaa Gin lie Glu Arg Glu Leu Asn Gly 
20 25 30 



Tyr Met Glu Xaa Xaa Ser Xaa Ala Glu Glu Val lie Leu Ala Glu Asp 
35 40 45 



r 
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Glu Thr Asp Val Glu Gin Arg His Pro Phe Asp Gly Ala Leu Arg Arg 
50 55 60 



Ala Thr lie Xaa Xaa Ser Lys Thr Asp Leu Leu His Pro Glu Glu Ala 
65 70 75 80 



Glu Asp Gin Leu Ala Asp lie Ala Ser Val Gly Ser Pro Phe Ala Arg 
85 90 95 



Ala Ser lie Lys Ser Ala Lys Leu Glu Asn Ser Ser Phe Phe His Lys 
100 105 110 



Lys Glu Arg Arg Met Arg Phe Tyr lie Arg Arg Met Val Lys Thr Gin 
115 120 125 



<210> 


10 


<211> 


128 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo sapiens 


<220> 




<221> 


MISC_FEATURE 


<222> 


(24) . . (24 ) 


<223> 


X represente 


<220> 




<221> 


MIS COFEATURE 


<222> 


(36) . . (36) 


<223> 


X represente 


<220> 




<221> 


MIS C_FE AT URE 


<222> 


(37) . . (37) 


<223> 


X represente 


<220> 




<221> 


MIS C_FEAT URE 


<222> 


(39) . . (39) 


<223> 


X represente 



ou non 



amine naturel ou non 



ou non 
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<220> 

<2 21> MISC_FEATURE 

<222> (68) . . (69) 

<223> X represente K, ou une alanine, ou autre acide amine naturel ou non 

<400> 10 

Ser Gly Glu Phe Ala Lys Glu Arg Glu Arg Val Glu Asn Arg Arg Ala 
1 5 10 15 

Phe Leu Lys Leu Arg Arg Gin Xaa Gin He Glu Arg Glu Leu Asn Gly 
20 25 30 

Tyr Met Glu Xaa Xaa Ser Xaa Ala Glu Glu Val He Leu Ala Glu Asp 
35 40 45 

Glu Thr Asp Gly Glu Gin Arg His Pro Phe Asp Gly Ala Leu Arg Arg 
50 55 60 

Thr Thr He Xaa Xaa Ser Lys Thr Asp Leu Leu Asn Pro Glu Glu Ala 
65 70 75 80 

Glu Asp Gin Leu Ala Asp He Ala Ser Val Gly Ser Pro Phe Ala Arg 
85 90 95 

Ala Ser He Lys Ser Ala Lys Leu Glu Asn Ser Thr Phe Phe His Lys 
100 105 110 

Lys Glu Arg Arg Met Arg Phe Tyr He Arg Arg Met Val Lys Thr Gin 
115 120 125 



<210> 


11 


<211> 


128 


<212> 


PRT 


<213> 


lapin 


<220> 




<221> 


MIS C_ FEAT URE 
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<222> (63) . . (64) 

<223> X represente R, ou une alanine, ou autre acide amine naturel ou non 
<400> 11 

Ser Gly Glu Phe Ala Lys Glu Arg Glu Arg Val Glu Asn Arg Arg Ala 
15 10 15 

Phe Leu Lys Leu Arg Arg Gin Gin Gin lie Glu Xaa Glu Leu Asn Gly 
20 25 30 

Tyr Met Glu Trp lie Ser Lys Ala Glu Glu Val lie Leu Ala Glu Asp 
35 40 4 5 

Glu Thr Asp Val Glu Gin Arg His Pro Phe Asp Gly Ala Leu Xaa Xaa 
50 55 60 

Ala Thr He Lys Lys Ser Lys Thr Asp Leu Leu His Pro Glu Glu Ala 
65 70 75 80 

Glu Asp Gin Leu Ala Asp He Ala Ser Val Gly Ser Pro Phe Ala Arg 
85 90 95 

Ala Ser He Lys Ser Ala Lys Leu Glu Asn Ser Ser Phe Phe His Lys 
100 105 110 

Lys Glu Arg Arg Met Arg Phe Tyr He Arg Arg Met Val Lys Thr Gin 
115 120 125 
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<223> X represente R, ou une alanine, ou autre acide amine naturel ou non 
<400> 12 

Ser Gly Glu Phe Ala Lys Glu Arg Glu Arg Val Glu Asn Arg Arg Ala 
1 5 10 15 

Phe Leu Lys Leu Arg Arg Gin Gin Gin lie Glu Xaa Glu Leu Asn Gly 
20 25 30 

Tyr Met Glu Trp lie Ser Lys Ala Glu Glu Val lie Leu Ala Glu Asp 
35 40 45 

Glu Thr Asp Gly Glu Gin Arg His Pro Phe Asp Gly Ala Leu Xaa Xaa 
50 55 60 

Thr Thr lie Lys Lys Ser Lys Thr Asp Leu Leu Asn Pro Glu Glu Ala 
65 70 75 80 

Glu Asp Gin Leu Ala Asp lie Ala Ser Val Gly Ser Pro Phe Ala Arg 
85 90 * 95 

Ala Ser lie Lys Ser Ala Lys Leu Glu Asn Ser Thr Phe Phe His Lys 
100 105 110 

Lys Glu Arg Arg Met Arg Phe Tyr lie Arg Arg Met Val Lys Thr Gin 
115 120 125 
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Ser Gly Glu Phe Ala Lys Glu Arg Glu Arg Val Glu Asn Arg Arg Ala 
15 10 15 



Phe Leu Lys Leu Arg Arg Gin Gin Gin lie Glu Xaa Xaa Leu Asn Gly 
20 25 30 



Tyr Met Glu Trp lie Ser Lys Ala Glu Glu Val lie Leu Ala Glu Asp 
35 40 45 



Glu Thr Asp Val Glu Gin Arg His Pro Phe Asp Gly Ala Leu Arg Arg 
50 55 60 



Ala Thr lie Lys Lys Ser Lys Thr Asp Leu Leu His Pro Glu Glu Ala 
65 70 75 80 



Glu Asp Gin Leu Ala Asp lie Ala Ser Val Gly Ser Pro Phe Ala Arg 
85 90 95 



Ala Ser lie Lys Ser Ala Lys Leu Glu Asn Ser Ser Phe Phe His Lys 
100 105 110 



Lys Glu Arg Arg Met Arg Phe Tyr lie Arg Arg Met Val Lys Thr Gin 
115 120 125 
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Ser Gly Glu Phe Ala Lys Glu Arg Glu Arg Val Glu Asn Arg Arg Ala 
15 10 15 



BNSDOCID: <FR 2827867A1J_> 



12 2827867 



Phe Leu Lys Leu Arg Arg Gin Gin Gin lie Glu Xaa Xaa Leu Asn Gly 
20 25 30 



Tyr Met Glu Trp lie Ser Lys Ala Glu Glu Val lie Leu Ala Glu Asp 
35 40 45 



Glu Thr Asp Gly Glu Gin Arg His Pro Phe Asp Gly Ala Leu Arg Arg 
50 55 60 



Thr Thr lie Lys Lys Ser Lys Thr Asp Leu Leu Asn Pro Glu Glu Ala 
65 70 75 80 



Glu Asp Gin Leu Ala Asp lie Ala Ser Val Gly Ser Pro Phe Ala Arg 
85 90 95 



Ala Ser lie Lys Ser Ala Lys Leu Glu Asn Ser Thr Phe Phe His Lys 
100 105 110 



Lys Glu Arg Arg Met Arg Phe Tyr lie Arg Arg Met Val Lys Thr Gin 
115 120 125 
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